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O sistema dois-híbridos (two-hy-
brid system) Ø um ensaio artificial da
transcriçªo, que se baseia no princípio
de que muitas proteínas, incluindo
ativadores da transcriçªo, consistem
de mœltiplos domínios que funcionam
independentemente. Quando domí-
nios individuais sªo expressos separa-
damente e aproximados por meio de
interaçıes nªo covalentes, tais domí-
nios podem funcionar coletivamente
para reconstituir a atividade da prote-
ína intacta. Ativadores da transcriçªo
sªo, via de regra, proteínas bipartidas
compostas de um domínio de ligaçªo
ao DNA (DLD) e de um domínio de
ativaçªo da transcriçªo (DA), que sªo
funcionalmente independentes. A na-
tureza modular dos ativadores da trans-
criçªo Ø explorada no sistema dois-
híbridos atravØs da construçªo de pro-
teínas de fusªo que ligam uma prote-
ína de interesse ao DLD para gerar um
domínio de ligaçªo ao DNA híbrido
(DLD-X), comumente referido como
isca (bait). Domínios de ativaçªo da
transcriçªo híbridos (DA-Y), comu-
mente referidos como presas (preys),
sªo geradas atravØs da construçªo de
proteínas de fusªo ligando domínios
de ativaçªo da transcriçªo a uma pro-
teína interatora conhecida. A co-ex-
pressªo de DLD-X e DA-Y em uma
linhagem apropriada de Saccha-
romyces cerevisiae reconstitui a ativi-
dade do ativador da transcriçªo pela
aproximaçªo dos seus domínios fun-
cionais mediados por interaçıes entre
X e Y. A interaçªo Ø facilmente iden-
tificada pela expressªo de um gene
repórter regulado em cis por uma
regiªo promotora que contØm sítios
de ligaçªo reconhecidos por DLD. A
aplicaçªo mais poderosa e difundida
atualmente do sistema dois-híbridos
para identificar proteínas interatoras Ø
gerar híbridos DA-Y, onde Y corres-
ponde ao espectro de proteínas codi-
ficado por uma biblioteca de cDNA ou
fragmentos genômicos. A seleçªo po-
sitiva para colônia que expressem
uma presa capaz de interagir com a
isca Ø conseguida pelo uso de genes
repórteres prototróficos (por exem-
plo, HIS3 e LEU2), os quais sªo trans-
critos em resposta à interaçªo isca-
presa, complementando as marcas au-
xotróficas da linhagem de S. cerevisiae
específica e permitindo o seu cresci-
mento em meio seletivo. A ativaçªo
transcripcional paralela de genes re-
pórteres colorimØtricos, tais como lacZ,
serve para confirmar a especificidade
da interaçªo e tambØm quantificÆ-la.
Uma vez que as interaçıes prote-
ína-proteína sªo críticas a muitos pro-
cessos biológicos, desde a formaçªo
de estruturas celulares macromolecu-
lares e complexos enzimÆticos atØ a
regulaçªo de vias de transduçªo de
sinal, diversas abordagens e modifica-
çıes do sistema dois-híbridos, origi-
nalmente descrito por S. Fields e O.
Song, em 1989, surgiram para a anÆli-
se funcional (identificaçªo) de intera-
çıes potenciais proteína-proteína em
diversos sistemas biológicos. Essa re-
visªo tem o objetivo de apresentar
Tabela 1. Representantes comerciais de sitemas dois-
híbridos
Representante Website
Clonetech www.clontech.com
OriGene www.origene.com
Invitrogen www.invitrogen.com
Stratagene www.stratagene.com
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uma síntese sobre algumas das varia-
çıes do sistema dois-híbridos original,
suas aplicaçıes na anÆlise funcional
de interaçıes proteína-proteína (e ge-
nômica/ proteômica), bem como di-
vulgar o potencial dessa tecnologia na
era pós-genômica.
O sistema dois-híbridos
original e seus derivados
O sistema dois-híbridos bÆsico evo-
luiu, na œltima dØcada, para facilitar o
seu uso em uma gama muito diversa
de aplicaçıes e, conseqüentemente,
para facilitar ou prover a obtençªo de
dados para compreensªo de intera-
çıes protØicas mais complexas e vari-
Æveis. A figura 1A mostra um esquema
do funcionamento bÆsico do sistema
dois-híbridos e algumas das variaçıes
surgidas. Todos esses sistemas apre-
sentam trŒs componentes bÆsicos es-
senciais: 1o) vetores de levedura para
a expressªo de uma proteína conheci-
da fusionada ao DLD; 2o) vetores de
levedura que direcionam a expressªo
de proteínas codificadas por um cDNA
fusionado ao DA; e 3o) genes repórte-
res de levedura que contŒm sítios de
ligaçªo para o DLD.
Sistema trŒs híbridos:
co-expressªo de enzimas
modificadoras
Um exemplo da necessidade de
introduzir variaçıes na tØcnica origi-
nalmente descrita veio do fato de que
muitas proteínas de organismos euca-
rióticos superiores sofrem extensivas
modificaçıes pós-traducionais as quais
sªo essenciais para o correto desem-
penho funcional. Esse fato Ø particu-
larmente problemÆtico quando o gene
de interesse (isca) Ø, por exemplo,
originÆrio de vias de transduçªo de
sinal de um organismo eucarioto su-
perior. Nesses casos, modificaçıes pós-
traducionais criam sítios de reconhe-
cimento críticos e necessÆrios para as
interaçıes protØicas dessas cascatas.
A soluçªo para esse problema foi co-
expressar a (enzima fosforiladora)
proteína quinase adequada para efe-
tuar as modificaçıes pós-traducionais
juntamente com a isca e a presa,
facilitando as modificaçıes pós-tradu-
cionais ausentes em S. cerevisiae. De
Endereço da Internet Informaçıes
http://www.uib.no/aasland/two-hybrid.html informa diversos links para sistemas
dois-híbridos
http://xanadu.mgh.harvard.edu:/brentlabweb/
andyweb/m&b.html artigo de R. Brent e A. Mendelsohn
sobre as aplicaçıes do sistema dois-
híbridos na biotecnologia
http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/com_sources1.html coleçªo de plasmídeos de fusªo com
LexA
http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/main_false.html coleçªo de falsos positivos
Tabela 2. Endereços da Internet com informaçıes sobre dois-híbridos
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forma semelhante, outras modifica-
çıes foram introduzidas para facili-
tar o estudo de interaçıes protØicas
dependentes de complexos multi-
mØricos, nos quais uma determinada
proteína possui mais afinidade de
ligaçªo/interaçªo com outro com-
plexo como conseqüŒncia de intera-
çıes mœltiplas de efeito cumulativo
com outros complexos ou compo-
nentes distintos. Nesses casos, a co-
expressªo de um parceiro molecu-
lar previamente identificado pode
prover uma interface de interaçªo
adequada para identificar outros
componentes do complexo multi-
mØrico. A co-expressªo de uma isca
auxiliar para permitir a identificaçªo
de interaçıes protØicas em comple-
xos multimØricos foi entªo denomi-
nada de sistema trŒs-híbridos (figu-
ras 1B e 1C).
Sistema dois-híbridos reverso
No sistema dois-híbridos original,
as interaçıes proteína-proteína sªo
selecionadas positivamente pelo cres-
cimento das colônias mediado pela
transcriçªo dos genes repórteres. No
sistema dois-híbridos reverso, a ativa-
çªo da transcriçªo de genes repórteres
de seleçªo negativa foi implementada
para indicar perda de interaçªo isca-
presa (figura 1D). Entre os diferentes
genes marcadores tóxicos para S. ce-
revisiae, os mais utilizados sªo URA3
e CYH2. O gene repórter URA3 Ø
tradicionalmente o mais utilizado,
porque permite ambas as seleçıes-
positiva e negativa - em meio que
contØm Æcido 5-fluoracØtico - 5-FOA,
um anÆlogo nªo-tóxico à enzima oro-
tidina-5·- fosfato descarboxilase, co-
dificada pelo gene URA3 (cuja meta-
bolizaçªo leva à produçªo de 5·fluo-
racil, um produto tóxico) e em meio
mínimo sem uracil, respectivamente.
No caso do gene repórter CYH2, inte-
raçıes protØicas do tipo selvagem
conferem sensibilidade à cicloheximi-
da, permitindo, portanto, a seleçªo da
perda de interaçªo entre isca-presa.
Essa variaçªo do sistema dois-hí-
bridos Ø especialmente aplicada no
estudo específico de interaçıes previ-
amente determinadas, que permitem
avaliar o grau de interaçªo isca-presa
e identificar os domínios responsÆveis
pela interaçªo. AtravØs desse sistema,
Ø possível tambØm selecionar muta-
çıes ou molØculas que dissociam ou
previnem interaçıes proteicas. Outra
potencialidade dessa tØcnica Ø o seu
emprego na terapŒutica. Muitas doen-
ças sªo causadas por disfunçıes me-
diadas por interaçıes proteína-prote-
ína, proteína- DNA ou receptor-ligan-
te. A determinaçªo dessas interaçıes,
seguida de um desenvolvimento de
drogas e triagem de produtos capazes
de atuar sobre essas interaçıes repre-
sentam uma Ærea de pesquisa de am-
pla aplicaçªo e significância farma-
cŒutica.
O sistema mono-híbrido
Os sistemas mono-híbridos foram
desenvolvidos para identificar proteí-
nas que interagem com uma seqüŒn-
cia específica de DNA (figura 1E). A
estratØgia inclui a utilizaçªo de genes
repórteres similares aos do sistema
dois-híbridos, que sªo regulados em
cis por uma cópia œnica ou multicópi-
as em tandem de uma seqüŒncia de
DNA, que contØm um domínio de
ligaçªo específico ou a regiªo promo-
tora de um determinado gene, por
exemplo. Uma biblioteca de presas-
DA, essencialmente equivalente à bi-
blioteca do sistema dois-híbridos, Ø
utilizada para identificar proteínas ca-
pazes de se ligarem ao domínio regu-
lador e ativarem a transcriçªo do gene
repórter.
O sistema dois-híbridos
na era pós-genômica
As recentes publicaçıes de se-
qüŒncias genômicas completas de di-
versos organismos tŒm produzido
quantidades vastas de seqüŒncias de
Figura 1.  O sistema dois-híbridos e suas variaçıes.  A) Sistema dois-
híbridos original mostrando a situaçªo de interaçªo e ausŒncia de
interaçªo; B e C) Sistema trŒs-híbridos; D) Sistema dois-híbridos reverso
e E) Sistema mono-híbrido.  REP = gene repórter; PRO = regiªo promotora
do gene repórter contendo os sítios de ligaçªo da maquinaria de
transcriçªo DLD = domínio de ligaçªo ao DNA; DA = domínio de ativaçªo
da transcriçªo; PQ = proteína quinase; PM = proteína mediadora de
interaçªo
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genes e das proteínas predictas codi-
ficadas por eles. PorØm, a maioria das
novas seqüŒncias nªo compartilha
homologia a proteínas jÆ caracteriza-
das funcionalmente ou domínios pro-
tØicos conhecidos. Conseqüentemen-
te, esses enormes bancos de dados
ainda nªo possuem informaçıes fun-
cionais correspondentes às proteínas
potencialmente codificadas por essas
seqüŒncias genômicas. Decifrar o pa-
pel funcional de cada gene seqüenci-
ado representa o maior desafio da
biotecnologia moderna na era pós-
genômica. Sob essa perspectiva, o
sistema dois-híbridos coloca-se como
uma tecnologia de grande potencial a
ser explorado.
O sistema dois-híbridos apresenta
trŒs grandes vantagens sobre outros
ensaios alternativos para a identifica-
çªo funcional de genes: baseado em
um sistema genØtico de seleçªo pode-
roso em um organismo modelo, de
biologia conhecida e fÆcil manipula-
çªo, como Ø o de S. cerevisiae, permite
testar seqüŒncias potencialmente co-
dificadoras em grande escala, em ex-
perimentos relativamente simples e
de baixo custo; alØm disso, a metodo-
logia baseia-se em um ensaio condu-
zido in vivo e, portanto, nªo Ø limitado
por condiçıes artificiais de ensaios
realizados in vitro.
O isolamento de interaçıes físicas
com proteínas previamente caracteri-
zadas funcionalmente pode ser indi-
cativo de uma funçªo potencial para a
nova proteína e, conseqüentemente,
servir para direcionar futuros experi-
mentos. Essas abordagens, em combi-
naçªo com anÆlises bioinformÆticas
de conservaçªo de seqüŒncias e fun-
çıes em diferentes organismos, po-
dem efetivamente se complementar e
contribuir para a elaboraçªo de mapas
de interaçıes proteína-proteína em
diferentes organismos.
Mundialmente, um nœmero gran-
de de grupos de pesquisa tem explo-
rado a utilidade do sistema dois-híbri-
dos para anÆlise genômica/proteômi-
ca de genomas inteiros ou o mapea-
mento de todas as interaçıes protØi-
cas envolvidas em um processo celu-
lar específico como, por exemplo, o
ciclo celular. Nesses projetos, duas
abordagens tŒm sido basicamente uti-
lizadas. A abordagem direta, conheci-
da como mating assay, consiste em
efetuar o cruzamento da linhagem
MATa de S. cerevisiae expressando
uma œnica isca DLD-X com a linha-
gem MATα, expressando uma biblio-
teca genômica de presas DA-Y. As
interaçıes isca-presa sªo, entªo, iden-
tificadas pela ativaçªo dos genes re-
pórteres. Clones positivos sªo seqüen-
ciados e analisados criteriosamente
para eliminar falsas interaçıes. Os
clones prioritÆrios sªo subclonados
como novas iscas e utilizados em
novas triagens (figura 2A). Um exem-
plo representativo de abordagem in-
direta foi a metodologia empregada
para anÆlise do genoma de S. cerevisi-
ae, onde arranjos de clones em linha-
gens MATa e MATα de S. cerevisiae
expressando os cerca de 6.000 genes
genômicos como fusıes DA-Y (pre-
sas) e DLD-X (iscas), respectivamen-
te, foram cruzados e as interaçıes
selecionadas de acordo com a expres-
sªo dos genes repórteres. O processo
inteiro Ø entªo repetido para obter
todas as combinaçıes possíveis entre
DA-Y e DLD-X (figura 2B). Só em
levedura, jÆ foram identificadas em
torno de 1.200 pares de interaçıes e
outros genomas jÆ estªo sendo estu-
dados por esse sistema, como os de
Schizosaccharomyces pombe, C. ele-
gans e Drosophila.
Limitaçıes do sistema
dois-híbridos
O sistema dois-híbridos exige ex-
pressªo estÆvel e, principalmente, o
dobramento correto das proteínas hí-
bridas. Embora foram introduzidas mo-
dificaçıes na tØcnica para permitir
modificaçıes pós-traducionais, a ex-
pressªo das proteínas híbridas pode
nªo ser estÆvel, nªo ter o dobramento
correto ou atØ mesmo ser tóxica.
Figura 2.
Abordagens do
sistema dois-híbridos
na pesquisa
genômica/
proteômica.
A) abordagem direta
e B) abordagem
indireta.  Ver texto
para descriçªo
detalhada
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Uma metodologia muito utiliza-
da e confiÆvel para confirmar a inte-
raçªo de duas proteínas híbridas Ø
testar a sua habilidade de manter a
interaçªo quando clonadas, recipro-
camente, como isca e presa. A veri-
ficaçªo da interaçªo entre híbridos
recíprocos (DLD-X x DA-Y e DLD-Y
x DA-X) Ø um forte indicativo de
uma interaçªo com relevância bioló-
gica. Entretanto, outras evidŒncias
que suportem a interaçªo verificada
no sistema dois-híbridos sªo neces-
sÆrias para mostrar que a interaçªo Ø
real. TØcnicas bioquímicas e de imu-
nohistoquímica sªo as mais utiliza-
das. A co-imunoprecipitaçªo dos can-
didatos, atravØs da expressªo e puri-
ficaçªo de proteínas etiquetadas com
HA (hemaglutinina) ou GST (glutati-
ona S transferase), sªo as tØcnicas de
maior uso atualmente. A co-transfec-
çªo de linhagens de cØlulas de ma-
míferos contendo os cDNAs das duas
proteínas de interesse para obter
altos níveis de expressªo, seguidas
de coimunoprecipitaçªo, e/ou imu-
nolocalizaçªo, tambØm sªo empre-
gadas para verificar e confirmar inte-
raçıes observadas pelo sistema dois-
híbridos.
Algumas das limitaçıes do siste-
ma dois-híbridos nem sempre sªo
relatadas na literatura. Entre elas,
inclui-se um nœmero muito alto de
clones sem atividade biológica. Es-
ses chamados falsos positivos po-
dem ser reduzidos com a utilizaçªo
de baixos níveis de expressªo de
proteínas híbridas e o uso de genes
repórteres mœltiplos, que contenham
diferentes promotores. Por ser um
ensaio artificial de transcriçªo, as
interaçıes encontradas por esse mØ-
todo devem ser inicialmente consi-
deradas apenas como uma hipótese
de interaçªo, atØ que sejam valida-
das atravØs de algum outro mØtodo
de significância biológica. Quando
uma mesma proteína Ø encontrada
sendo interatora de vÆrias iscas dife-
rentes, Ø bastante provÆvel tratar-se
de uma falsa interaçªo e, portanto,
deve ser utilizada com bastante cau-
tela. Exemplo comum de falsas inte-
raçıes sªo as proteínas de citoesque-
leto, assim como proteínas envolvi-
das em transcriçªo.
AlØm da detecçªo de falsos posi-
tivos, tambØm pode acontecer o opos-
to: interaçıes jÆ detectadas por ou-
tros mØtodos podem nªo aparecer
em um ensaio de dois-híbridos; sªo
os chamados falsos negativos. Sªo
vÆrios tambØm os motivos que levam
ao aparecimento desses falsos nega-
tivos. Primeiro, DLD-X e DA-Y po-
dem nªo se encontrar no nœcleo.
Segundo, as proteínas X e/ou Y
podem nªo interagir em um contex-
to de fusªo entre DLD e DA. Tercei-
ro, a interaçªo entre X e Y pode
depender de modificaçªo pós-trans-
lacional, que Ø ausente em uma cØlu-
la de levedura. Por œltimo, jÆ foi
detectado no sistema dois-híbridos,
que um nœmero de interaçıes prote-
ína-proteína só pode ser visualizada
se X ou Y estiverem com domínios
truncados. Estima-se que um per-
centual de atØ 45% de falsos negati-
vos pode acontecer num sistema
dois-híbridos. Isso sugere que as
anÆlises em larga escala sejam im-
portantes para obtençªo rÆpida e
parcial de interaçıes protØicas de
um determinado proteoma de inte-
resse. Entretanto, ainda precisam ser
desenvolvidas, em larga escala, ou-
tras metodologias para a obtençªo
completa e segura de interaçıes.
De qualquer maneira, esse Ø, sem
dœvida nenhuma, um dos ensaios
mais difundidos entre a comunidade
científica na œltima dØcada, gerando
nªo só uma sØrie de parceiros mole-
culares, mas, tambØm, unindo pes-
quisadores de diversas Æreas e de
diversos lugares do mundo, com
interesses comuns.
O Laboratório de Radiobiologia
Molecular do Centro de Biotecnolo-
gia da UFRGS começou, em 1996, a
implementar a tØcnica original do
sistema dois-híbridos para anÆlise de
interaçıes entre proteínas codifica-
das pelos genes PSO e as proteínas
de reparo de DNA de Saccharomyces
cerevisiae. VÆrios screenings jÆ fo-
ram realizados com sucesso no labo-
ratório, revelando interaçıes impor-
tantes, como entre o gene de reparo
PSO5/RAD16 e o SGS1, envolvido
com envelhecimento precoce na le-
vedura. Atualmente, jÆ se dispıe de
dois sistemas para triagem de intera-
çıes protØicas, podendo-se ainda
implementar com facilidade outras
variaçıes da tØcnica, conforme a
abordagem experimental.
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